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Škodljivci so stari kot agrikultura. Med njih uvrščamo vse organizme, ki se hranijo ali 
poškodujejo kulturne rastline oziroma njihove produkte na polju ali skladišču, pa tudi 
organizmi, ki na rastline, živali ali ljudi prenašajo patogene. Med škodljivce torej uvrščamo 
žuželke, glive, viruse, nematode, plevel, glodalce, ptice in podobno.  
Členonožci letno uničijo 18 - 26 % pridelka in povzročijo škodo za okoli 470 milijard dolarjev 
letno, kljub velikemu številu insekticidov, ki so na voljo (Culliney, 2014). Poleg avtohtonih 
vrst škodljivcev, zaradi globalizacije in prevoza ljudi ter prehranskih proizvodov,  težavo 
predstavljajo tudi tujerodni škodljivci. »Uvoženi« škodljivci samo v gozdovih povzročijo 4,5 
milijarde dolarjev letne izgube (Lovett in sod., 2016).  
Po drugi strani prekomerna uporaba insekticidov povzroča skrbi glede varnosti njihove 
uporabe za ljudi in opraševalce, kot so čebele, kar kliče po razvoju novih, varnejših in 
naravnejših preparatov za obdelovanje pridelovalnih površin.  
Raziskovalci, ki se ukvarjajo z biokontrolo iščejo kandidate med naravno prisotnimi glivnimi 
patogeni, ki bi jih lahko uporabili za kontrolo komarjev ali drugih insektnih škodljivcev. To 
vključuje izbor patogenih sevov gliv, brez obzira na mehanizem delovanja ali vlogo glive v 
svojem naravnem habitatu. Šele nedavno lahko opazimo napredek pri določevanju dejavnikov, 
ki vplivajo na porazdelitev, populacijsko strukturo in ekonutricionistične karakteristike 
entomopatogenih gliv. Za okužbo žuželk se glive poslužujejo različnih metabolitov. Na 
področju teh metabolitov veliko raziskav razkriva mehanizme in pomembnost posameznih 
metabolitov pri virulenci, veliko pa je še vedno neznanega (Wang in sod., 2016).  
Pomankanje tega znanja onemogoča odkritje pravih zmožnosti teh gliv kot klasičnih 
biokontrolnih agensov, ki se ohranjajo v okolju in se reciklirajo skozi populacijo žuželk – na 
okuženih žuželkah zrastejo nove glive, ki proizvedejo še več spor za nove glive (Hajek in sod., 
2007; Hajek in Tobin, 2011; Wang in Feng, 2014). Poleg uporabe v agrikulturi, nekatere 
entomopatogene glive cenimo tudi kot producente encimov in različnih sekundarnih 
metabolitov z možno medicinsko uporabo, kot so zdravljenje bakterijskih okužb, virusnih 
obolenj in celo raka (Isaka in sod., 2005; Kim in sod., 2010; Zheng in sod., 2011; Hu in sod., 
2013; Liu in sod., 2015). 
1.1 PREGLED LITERATURE 
Glavna značilnost entomopatogenih gliv je sposobnost zajedanja žuželk, s čimer povzročijo 
njihovo smrt ali vsaj resne poškodbe. Ta lastnost jim daje možnost uporabe za bioinsekticidna 
sredstva. Poleg tega, da imajo entomopatogene glive velik potencial pri naravni regulaciji 
insektnih škodljivcev, je uporaba teh gliv tudi trajnostna, ker omogoča večletno uporabo skozi 
'samoreciklacijo'. Posebna prednost, pred drugimi tipi bioinsekticidov kot so bakterije in virusi, 
ki jih morajo žuželke zaužiti, je ta, da lahko glive žuželke tipično okužijo že s stikom, ki 
omogoči pritrditev, prodor skozi kutikulo in razmnoževanje znotraj oprsja (St. Leger in sod., 
2011). Še ena prednost uporabe entomopatogenih gliv je ta, da za razliko od virusov in večine 
nematodov ter bakterij, za infekcijo gostitelja ne potrebujejo posebne poti vstopa, ampak ga 
lahko okužijo s penetracijo kjerkoli na gostiteljevi kutikuli, čeprav običajno to lažje storijo na 
posebnih mestih, ki se razlikujejo glede na vrsto žuželk (Zheng in sod., 2011; Xiao in sod., 
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2012). Zaradi takšnega načina infekcije lahko entomopatogene glive imenujemo tudi kontaktni 
insekticidi (Thomas in Read, 2007).  
1.1.1 Raznolikost entomopatogenih gliv 
Skupina entomopatogenih gliv je zelo raznolika tako po habitatu, ki ga naseljujejo, kot tudi po 
lastnem generacijskem času in generacijskem času svojih gostiteljev. Ker so interakcije med 
gostitelji, glivami in habitati tako neenotne in dinamične, to otežuje medvrstne primerjave. 
Najpogostejša rešitev za ta problem je primerjava nekaj podobnih glivnih vrst, raziskava 
njihovih interakcij gostitelj-patogen in izvajanje primerjav z genetsko bolj oddaljenimi vrstami. 
Večina biokemijskih in molekularnih osnov o interakcijah entomopatogenih gliv z gostitelji so 
pridobili na osnovi gliv iz rodu Metarhizium (družina Clavicipitaceae) in Beauveria (družina 
Cordycipitaceae) (Ortiz-Urquiza in Keyhani, 2013). V primerjavi z običajnimi glivnimi 
modeli, so glive iz rodov Metarhizium in Beauveria neverjetno vsestranske. Glivni rod 
Metarhizium vsebuje vrste, ki imajo ozek ali širok nabor gostiteljev in so lahko saprofitne, 
kolonizatorke rastlinskih korenin ali pa patogene za členonožce (Rangel in sod., 2008). 
Raznoliki življenjski stili gliv rezultirajo v raznolikih metabolizmih, ki jim omogočajo rast v 
življenjskih pogojih z, na primer, malo hranili (Rangel in sod., 2008) ali v prisotnosti snovi, ki 
so za druge glive smrtne (Ortiz-Urquiza in Keyhani, 2015; Roberts in St. Leger, 2004). 
Zanimivo je, da filogenetski dokazi za različne vrste entomopatogenih gliv kažejo, da se je 
glivna virulenca do žuželk razvila neodvisno in je posledica konvergentne evolucije (Zheng in 
sod., 2013). Genomske analize so pokazale tudi, da imajo bližnji sorodniki s širokim naborom 
gostiteljev, kot so Beauveria bassiana in Metarhizium robertsii, zelo raznolike molekularne 
mehanizme, ki omogočajo virulenco, čeprav je celotni proces delovanja zelo sličen (Xiao in 
sod., 2012).  
1.1.2 Način delovanja entomopatogenih gliv 
Okužba gostitelja se začne s pritrditvijo enocelične disperzne oblike glive na primer: konidijev 
ali blastospor na insektno kutikulo (Zheng in sod., 2011; Xiao in sod., 2012). Najprej se zgodi 
adhezija in šele nato interakcija z epikutikulno plastjo gostitelja. Kutikularni lipidi in voski 
običajno vsebujejo velike količine ogljikovodikov (alkane, alkene in njune metilne derivate), 
maščobnih kislin, estrov, alkoholov, ketonov, aldehidov in manjše količine triacilglicerolov, 
etrov in proteinov, ki imajo pomemben vpliv na okolijske in vedenjske interakcije insektov 
(Ortiz-Urquiza in Keyhani, 2013). Ta sestava je zelo raznolika med različnimi vrstami insektov 
in se razlikuje tudi znotraj posameznih stopenj življenjskega cikla posameznega insekta. 
Čeprav so podatki o dejanski sestavi kutikule zaenkrat še nepopolni, je zanimivo, da lahko ena 
vrsta glive, s prilagoditvijo metabolizma, okuži žuželke v različnih stopnjah njenega 
življenjskega cikla.  
Neodvisno od gostitelja adhezija poteka v dveh stopnjah. Najprej se zgodi nespecifična pasivna 
adsorbcija na gostitelja, čemur sledi pritrditev. Meja med tema stopnjama ni jasno določena 
(Ortiz-Urquiza in Keyhani, 2013). Raziskave, ki so se ukvarjale s preučevanjem pritrditve glive 
B. bassiana na gostitelja, so razkrile skoraj takojšno, močno vezavo na hidrofobno površino, 
hkrati pa šibko vezavo na hidrofilno površino (Holder in Keyhani, 2005). Ta gliva proizvaja 
hidrofobne konidije, ki imajo na površini proteine imenovane hidrofobini (Holder in sod., 
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2007). Ta hidrofobnost bi lahko bila odgovorna za adhezijo na hidrofobno površino in kasnejšo 
virulenco (Cho in sod., 2007; Zhang in sod., 2011). 
Funkcija kutikule je zaščita insekta pred izsuševanjem in kemijska komunikacija znotraj 
insekta in z drugimi osebki iste vrste. Kutikularni ogljikovodiki imajo lahko raznolike vplive 
na entomopatogene glive; B. bassiana lahko raste na dolgoverižnih alkanih kakor tudi na 
mnogih maščobnih kislinah, alkoholih in trigliceridih. Kljub temu je za rast na dolgoverižnih 
substratih potrebna preindukcija na krajših verižnih komponentah, kar kaže na to, da se 
dolgoverižni alkani lahko pod določenimi pogoji razgradijo ali da je takšna rast prilagojeni 
odziv (Ortiz-Urquiza in Keyhani, 2013). 
Trenutni modeli kažejo, da primarni mehanizem infekcije, ki sledi adheziji, vključuje 
produkcijo hidrolitičnih encimov, ki preobremenijo gostitelja z degradacijskim procesom, kar 
omogoča penetracijo hif skozi kutikulo (Vilcinskas, 2010). Izražanje različnih hidrolitičnih 
encimov, kot so na primer proteaze, hitinaze, lipaze in drugih dejavniki, ki omogočajo kaljenje 
in rast glive po površini gostitelja in penetracijo, je ključno zaradi izredno heterogene sestave 
insektne kutikule (Zheng in sod., 2011; Xiao in sod., 2012). Za veliko število raznolikih 
proteinaznih encimov povezanih z virulenco v entomopatogenih glivah in veliko število 
raznolikih proteinaznih inhibitorjev v gostiteljih je odgovorna koevolucija (Vilcinskas, 2010). 
K razgradnji lipidov in slabitvi strukture poleg hidrolazne aktivnosti pripomoreta tudi 
mehanski pritisk (posledica rasti hif) in organske kisline (predvsem oksalati) (Bidochka in 
Khachatourians, 1991; Kirkland in sod., 2005). Med preraščanjem gostitelja lahko gliva 
proizvede tudi specializirane infektivne strukture, ki omogočajo rastočim hifam vstop v 
notranjost žuželke (Ortiz-Urquiza in Keyhani, 2013). 
Epikutikuli, oziroma najbolj zunanji plasti, ki zagotavlja hidrofobno bariero bogato z lipidi, 
sledi prokutikula, ki vsebuje hitin in skleritin, in jo delimo na ekso, mezo in endo kutikulno 
plast. Prokutikuli sledijo še celice, ki gradijo epidermis, ki obdaja notranje strukture insektov 
(Ortiz-Urquiza in Keyhani, 2013). Ko hife dosežejo hemocoel – prekrvavljeno telesno votlino 
členonožcev, se gliva začne razmnoževati z uspešnim tekmovanjem za gostiteljeva hranila, 
hkrati pa se ogiba njegovemu imunskemu sistemu (Wang in sod. 2016). 
1.1.3 Gliva Beauveria bassiana 
Gliva Beauveria bassiana je anamorf Cordyceps bassiana. Raste lahko na različnih škodljivcih 
kot so termiti, Thysanoptera, Aleyrodidae, listne uši in več vrst hroščev. Nekatere raziskave 
kažejo na njihovo uporabnost v biokontroli stenic (Barbarin in sod., 2012) in celo komarjih, ki 
prenašajo malarijo. Raziskava z naslovom: ˝Malaria Mosquitoes Attracted by Fatal Fungus˝ iz 
leta 2013 je pokazala, da samičke komarjev privlačijo gosenice okužene z glivo B. bassiana in 
se lahko okužijo že po minutni izpostavitvi (George in sod, 2013). Genom glive B. bassiana 
najdemo v zbirki podatkov Mycocosm (JGI; MycoCosm, 2018). 
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Perforini so velika skupina proteinov, ki jih najdemo v vseh kraljestvih. Medtem ko so 
bakterijski in živalski proteini dobro okarakterizirani in imajo funkcijo obrambe ali napada, se 
o glivnih perforinih in njihovih funkcijah ve precej malo. V glivnem kraljestvu je prisotnih več 
proteinskih družin, med drugim tudi ang. Membrane Attack Complex Perforin (MACPF) in 
egerolizini. Njihova predvidena funkcija je obramba pred nematodami in/ali insektnimi 
predatorji, bakterijami (Butala in sod., 2017). 
Z razvojem biotehnologije se pojavljajo možnosti uporabe teh proteinov tudi za druge namene, 
ne le za uporabo v kmetijstvu. Njihove lastnosti jih namreč delajo idealne za uporabo v 
protimikrobnih in protitumorskih  sredstvih, lahko pa se jih uporablja tudi v analitičnih 
metodah in določevanju nukleotidnih zaporedij (Panchal in sod., 2002). 
1.1.4.1 Egerolizini 
Egerolizini so ena od družin perforinov, ki lahko tvorijo ali pa omogočajo sestavo drugih 
proteinov v poro. Egerolizinska proteinska družina vključuje okoli 132 proteinov iz 77-ih vrst 
(virusi, bakterije, praživali, glive in 1 insektna vrsta). Veliki so od 13 do 20 kDa, strukturno 
prevladujejo β-plošče (Berne in sod., 2009; Nayak in sod., 2013;  Novak in sod., 2015). Prva 
zaznana in izolirana hemolitična proteina sta bila Asp-hemolysin iz glive Aspergillus fumigatus 
(Yokota in sod., 1977) in pleurotolysin (Ply) iz glive Pleurotus ostreatus (Bernheimer in 
Avigad, 1979). Kasneje so s pomočjo cDNA odkrili in z delno sekvenco aminokislin potrdili 
prisotnost sorodnih proteinov v drugih v glivah. Ti proteini si delijo nukleotidno zaporedje in 
lahko zagotovijo pomembne informacije in razlago za sposobnost preživetja in reprodukcije 
teh gliv v različnih okoljih. Poleg dostopnosti genetskih virov, lahko na njih izvedemo tudi 
veliko serijo eksperimentov, zaradi česar so idealni modeli za proučevanje genetike in 
genetskih procesov za prilagodljivimi fenotipi (Gladieux in sod., 2014).  
1.1.4.2 Proteini z domeno MACPF 
Proteinska družina MACPF je največja družina evkariontskih perforinov (Punta in sod., 2012). 
Proteini z domeno MACPF so močno razširjeni v naravi in jih lahko najdemo v vseh 
življenjskih domenah (Gilbert in sod., 2013). Najpogosteje se nahajajo v živalih in višjih 
evkariontih. Nekateri organizmi imajo večje število teh proteinov (Huang in sod., 2008). 
Proteini z domeno MACPF so bili sprva določeni po podobnosti zaporedja med proteini iz ang. 
Membrane Attack Complex oziroma MAC komplementarnega sistema in perforina (Tschopp  
in sod., 1986; Lichtenheld in sod., 1988; Shinkai in sod., 1988). Kljub temu, da pripadnost tej 
proteinski družini lahko ugotovimo, je ohranjenost zaporedja le okoli 20 %. Najbolj ohranjene 
aminokisline so znotraj tako imenovanega motiva MACPF (Ponting, 1999). Ta motiv lahko 
najdemo v strukturi na vrhu zavite β plošče, posebej ohranjena pa sta dva glicinska ostanka na 
pregibu med zgornjim in spodnjim segmentom β plošče. Nizka ohranjenost zaporedja 
predstavlja velik izziv pri anotaciji genov za proteine iz te proteinske družine, hkrati pa 
nakazuje na pomembnost strukture pri njihovi funkciji. Med glivni proteini z domeno MACPF 
jih 151 vsebuje krajšo prepoznavno sekvenco Y/F-GX2-F/Y-X6-G-G. Zanimivo je tudi dejstvo 
da imajo glivni proteini z domeno MACPF povprečno 8 - 13 intronov, v primerjavi s 
povprečnima dvema intronoma v drugih glivnih genih (Anderluh in sod., 2014).  
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V človeškem genomu se nahaja kar 12 genov, ki kodirajo domeno MACPF in opravljajo 
pomembne funkcije v imunskem in nevronskem sistemu (Anderluh in sod., 2014). Proteini z 
domeno MACPF so pomembni efektorji imunskega sistema, saj imajo ključno vlogo pri 
obrambi pred virusnimi in bakterijskimi patogeni in pri odstranjevanju rakavih celic. Perforin 
je edina molekula v človeškem imunskem sistemu, ki omogoča vstop grancima v tarčne celice 
in začetek apoptoze. MAC je končna faza komplementnega sistema prirojene imunosti 
(Gilbert, 2005; Tweten, 2005). 
Proteini MACPF so tudi pomembni efektorji v bakterijski patogenezi, kjer opravljajo funkcijo 
pri membranskih interakcijah in formaciji prekomembranskih por (Anderluh in sod., 2014). 
Proteini z domeno MACPF opravljajo svojo funkcijo preko učinkovite formacije 
prekomembranske pore na površini celične membrane ali znotraj endosomov (Anderluh in 
sod., 2014). Formacija por in asociacija z membrano ni edini način delovanja teh proteinov. 
Raziskave so pokazale, da imajo ti proteini lahko vlogo v formaciji nevronov v insektih 
(Stevens in sod., 1990), morskih ježkih (Haag in sod., 1999) in sesalcih (Zheng in sod., 1996; 
Adams in sod., 2002; Kawano in sod., 2004), hkrati pa bi lahko imeli tudi vlogo v proteinski 
sekreciji, privzemu nutrientov ali pa preventivno vlogo v molekularni mimikriji (Xu in sod., 
2010). Zaradi raznolikih aktivnosti posameznih proteinov z domeno MACPF je pomembna 
določitev točne vloge in molekularnih mehanizmov delovanja za vsakega pripadnika te 
proteinske družine posebej (Anderluh in sod., 2014). 
1.2 OPREDELITEV RAZISKOVALNEGA PROBLEMA 
V diplomski nalogi želimo pripraviti rekombinantni egerolizin in protein z domeno MACPF 
(angl. Membrane Attack Complex/Perforin) iz endomopatogene, nitaste glive Beauveria 
bassiana. Po izražanju v bakteriji Escherichia coli želimo analizirati uspešnost njune priprave, 
njune značilnosti, ju primerjati s sorodnimi proteini in opredeliti iztočnice za njuno biološko 
vlogo. Novo znanje bi lahko omogočilo nov pristop k biokontroli insektov z alternativo 
klasičnim insekticidom. 
1.3 DELOVNA HIPOTEZA 
Rekombinantna proteina, egerolizin in protein z domeno MACPF, bomo uspešno pridobili v 
nativni obliki. 
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2 MATERIALI IN METODE  
Shema poteka dela je prikazana na sliki 1. 
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Slika 1:  Shema poteka dela 
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2.1 AMINOKISLINSKI ZAPOREDJI REKOMBINANTNIH PROTEINOV 
2.1.1 Egerolizin 
Sintetični gen, ki kodira aminokislinsko zaporedje egerolizina glive Beauveria bassiana (BbA) 
smo naročili pri podjetju IDT. Nukleotidni zapis je bil zasnovan brez kodona stop, ker smo 
želeli prepis 6 histidinov kodiranih v plazmidu. Zaporedje kodira tudi cepitveno mesto za 





Izdelali smo tudi model strukture. 
2.1.2 Protein z domeno MACPF  
Sintetični gen proteina z domeno MACPF iz glive B. bassiana (BbB) je zasnovan enako kot 









2.2 PRIPRAVA PLAZMIDOV, TRANSFORMACIJA IN SELEKCIJA 
2.2.1 Priprava plazmidov 
Gen smo zasnovali tako, da je imel enaki restrikcijski mesti (za restrikcijska encima NdeI in 
XhoI) kot plazmid, kar je bilo ključno za pravilno vstavitev genov. Sintetična gena smo ligirali 
v plazmid pET-21c (priloga A). Pred ligacijo je potrebna restrikcija tako plazmida, kot tudi 
genov. Gena za egerolizin in protein z domeno MACPF iz glive B. bassiana sta prispela v 
liofilizirani obliki, zato smo ju prej raztopili. 
2.2.2 Transformacija 
Z ligacijo pridobljene plazmide smo najprej namnožiti. To smo naredili tako, da smo s 
toplotnim šokom plazmide transformirali v kompetentne celice E. coli DH5α. Kompetentne 
celice so bile shranjene v skrinji na -80° C. Na ledu smo jim dodali 1 μl plazmida. Po 10-ih 
minutah smo jih za 90 sekund prestavili v termoblok na 42 °C, nato pa jih ponovno inkubirali 
na ledu za 5 minut. Celicam smo dodali 600 μl ogretega gojišča LB in stresali na 37 °C, 1 uro. 
Celice smo nacepili na ampicilinske plošče. 
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2.2.3 Izbor plazmidov z vstavljenim zaporedjem 
V plazmidu je prisoten selekcijski gen z odpornostjo na ampicilin. Ker smo transformiran sev 
E. coli DH5α nacepili na trdno gojišče s 100 mg/l ampicilina, na ploščah zrastejo le 
transformirane celice E. coli. To pa ni zagotovilo, da so transformirane s plazmidom, ki 
vsebuje tudi željeni gen. Da smo se prepričali, ali je bila ligacija vektorja s sintetičnim genom 
uspešna, smo iz kolonij izolirali plazmide, na njih izvedli restrikcijsko analizo z izbranima 
restrikcijskima encimoma in jih testirali z ločevanjem s pomočjo elektroforeze na agaroznem 
gelu.  
Izolacija plazmidov je potekala s pomočjo Monarch Plasmid Miniprep kompleta (New England 
Biolabs).  
Vsakemu izoliranemu plazmidu (6 μl) iz naključno izbranih kolonij, smo dodali 14 μl 
restrikcijske mešanice (2 μl 10x pufer Cutsmart; 0,3 μl NdeI; 0,3 μl Xho I; 11,4 μl H2O) in 
inkubirali 1 uro na 37°C.  
Izolirane plazmide s pričakovanima fragmentoma smo poslali še na določitev nukleotidnega 
zaporedja, da smo zagotovili pravilnost zapisa gena. 
2.3 PRIDOBIVANJE PROTEINOV  
2.3.1 Egerolizin 
2.3.1.1 Optimizacija pogojev izražanja rekombinantnega proteina BbA 
Za optimalni donos proteina smo najprej pripravili manjše količine biomase v različnih 
medijih, izvajali indukcijo pri različnih temperaturah in jemali vzorce po različnih časovnih 
obdobjih. Ko smo se prepričali o pravilnosti zaporedja, smo plazmid transformirali v bakterijo 
E. coli BL21 (DE3), ki so primerne za produkcijo rekombinantnih proteinov. En dan po 
nacepitvi na plošče, smo po eno kolonijo nacepili v 10 ml gojišča LB (10 g/l triptona; 5 g/l 
kvasnega ekstrakta; 5 g/l NaCl), oziroma bogatega gojišča TB (24 g/l kvasnega ekstrakta; 20 
g/l triptona; 4 ml/l glicerola; 0,017 M KH2PO4; 0,072 M K2HPO4), oba z 10 mg/l ampicilina in 
čez noč stresali na 37 °C. Naslednji dan smo 2,5 ml prekonočne kulture prenesli v 2 x 100 ml 
predhodno ogretega gojišča LB in 2 x 100 ml gojišča TB in stresali na 37 °C, dokler ni optična 
gostota OD600 v mediju LB dosegla 0,6 oziroma med 0,8 – 1 v mediju TB. Ta vzorec smo 
shranili kot kontrolni vzorec pred indukcijo. Nato smo inducirali proizvodnjo proteina s 100 μl 
0,5M IPTG. Dve erlenmajerici – eno z LB in drugo s TB smo dali stresat na 20 °C in enako 2 
erlenmajerici na 30 °C. Biomaso smo nato vzorčili po 4-ih urah in naslednji dan, vzroce pa do 
analize NaDS-page shranili na -20 °C. 
2.3.1.2 Produkcija proteina BbA v večji količini 
Ugotovili smo, da je najboljša produkcija z najmanjšo količino drugih proteinov v gojišču LB 
na 20 °C, preko noči. Postopek pridobivanja biomase za izolacijo je identičen, le da je končni 
volumen v katerem smo inducirali biomaso 1 l. Vanjo smo dodali le 10 ml prekonočne kulture, 
kar je zavleklo čas gojenja do primerne optične gostote OD600 (0,5).  Nato smo inducirali 
proizvodnjo proteina z 1 ml 0,5 M IPTG. Produkcija proteina je potekala 29 ur na 20 °C. 
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Biomaso smo nato odcentrifugirali (5000 rpm, 10 min, 4 °C) in jo shranili na -20 °C, dokler se 
nismo lotili izolacije. 
2.3.2 Protein z domeno MACPF 
2.3.2.1 Optimizacija pogojev izražanja rekombinantnega proteina BbB 
Pri optimizaciji rekombinantnega proteina BbB smo testirali le produkcijo pri različnih 
temperaturah in jemali vzorce ob različnih časih, ne pa tudi v različnih gojiščih. Test smo tako 
izvedli v LB gojišču na temperaturah 20 °C in 37 °C, vzorce pa jemali pred indukcijo, 4 ure po 
indukciji in naslednji dan. Kot optimalne smo določili enake pogoje, kot pri proteinu BbA. 
2.3.2.2 Produkcija proteina BbB v večji količini 
Pridobivanje večje biomase pri rekombinantnem proteinu z domeno MACPF je potekalo 
podobno kot pri egerolizinu. Zaradi izzivov pri izolaciji in manjšo količino pridobljenega 
proteina smo biomaso pripravili dvakrat. Drugič smo biomaso pripravili v volumnu 4 l, jo 
razdelili na dva dela, centrifugirali (10 000 rpm, 10 min, 4 °C) in shranili na -20 °C do 
nadaljnjega. 
2.4 ANALIZA NaDS-PAGE 
Elektroforeza NaDS-PAGE je analitska metoda, s katero na poliakrilamidnem gelu ločimo 
proteine po velikosti. To omogoča njihova predhodna denaturacija, ki izniči njihov naboj. Za 
analitsko metodo NaDS-page smo uporabili komercialne gele Bis-Tris z zamreženostjo od 4 – 
12 % (NuPAGE Bis-Tris Protein Gels, Thermo Fisher Scientific). Kot elektroforezni pufer smo 
uporabili 1–kratni pufer MES. Priprava vzorcev se je z vsako analizo nekoliko razlikovala in je 
bila odvisna od predpostavke, koliko proteinov posamezen vzorec vsebuje. Najpogosteje je bil 
končni volumen 30 μl od tega 19,5 μl vzorca, 7,5 μl nanašalnega pufra (ang. sample buffer) in 
3 μl reducenta DTT. Vzorce smo segrevali 10 minut na 95 °C. Volumen vzorcev, ki smo ga 
nanesli v žepke je bil 25 μl. Za primerjavo velikosti smo nanesli 7 μl neobarvanega standarda 
Novex sharp (Thermo Fisher Scientific). Elektroforeza je potekala 40 minut pri konstantni 
napetosti 200 V. Po elektroforezi smo gel v MiliQ 3–krat segreli v mikrovalovni pečici in nato 
stresali 1 minuto, da se je spral. Gele smo obarvali s segretim barvilom SimplyBlue in stresali 
5 minut, nato smo barvilo zamenjali za MiliQ in primerno razbarvali. 
Za določitev prisotnosti disulfidnih mostičkov proteinov, lahko primerjamo potovanje vzorca 
proteina z elektoforezo NaDS-PAGE z dodanim reducentom in brez. 
2.5 IZOLACIJA PROTEINOV 
Izolaciji obeh proteinov smo na začetku izvedli po enakih protokolih.  
Biomaso smo resuspendirali v homogenizacijskem pufru (0,5 mM PMSF; 1 mM benzamidin; 
0,5 g/l; 5 U/ml benzoaza; 20 μg/ml RNA-ze; dopolnjen volumen s pufrom 50 mM NaH2PO4, 
300 mM NaCl) in nato razbili s pomočjo sonikatorja (10 minut, 1 s prižgano, 2 s ugasnjeno). 
Netopne delce smo odcentrifugirali (50 000 rpm, 45 minut, 4 °C), supernatant pa nanesli na 
kolono z afinitetnim izmenjevalcem Ni-NTA. Pufra za spiranje in elucijo se razlikujeta v 
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dodatku 300 mM imidazola v elucijskem pufru (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl). Čiščenje 
proteina po tem postopku deluje tako, da se na kolono vežejo proteini s histidinskimi repki, 
ostali se sperejo skozi kolono. Ko absorbanca spet pade – ko v izhodni raztopini ni več 
proteinov, speremo nespecifično vezane proteine z 8 % elucijskim pufrom. Proteine s 
histidinskimi repki nato speremo z nosilca s 100 % elucijskim pufrom. Vse frakcije smo zbirali 
za analizo NaDS-PAGE, da smo se prepričali, da je željeni protein res v eluirani frakciji. Čez 
noč smo naredili dializo nazaj v pufer za spiranje, zraven eluiranih proteinov pa smo dodali še 
v laboratoriju pripravljeno proteazo Tev, ki je odrezala histidinske repke. Naslednji dan smo 
ponovili čiščenje s kromatografijo Ni-NTA, le da je bil naš protein tokrat v nevezani frakciji. 
Preostale proteine smo eluirali s 100 % elucijskega pufra.  
Izoliran protein BbA v fosfatnem pufru oziroma pufru za spiranje se je začel obarjati, zato smo 
dodali glicerol, do 5 % končnega volumna, del proteinov pa smo dializirali v eritrocitni pufer 
(20 mM Tris, 140 mM NaCl, pH 7,5) s 5 % glicerolom. Vzorce smo nato še koncentrirali in jih 
shranili v mikrocentrifugirke na -80 °C, dokler jih nismo potrebovali za nadaljnje analize. 
Pri proteinu BbB smo po postopku izolacije in analizi NaDS-PAGE ugotovili, da se je protein 
najverjetneje izražal v obliki inkluzijskih telesc, zato se je odcentrifugiral skupaj z netopnimi 
proteini že po homogenizaciji s sonifikatorjem. Za izolacijo proteina BbB smo se morali torej 
poslužiti drugega protokola, primernega za izolacijo proteinov iz inkluzijskih telesc.  
Do izteka naloge smo uspešno pripravili in očistili inkluzijska telesca in se jih nato shranili na 
– 20 °C. Tokrat se je namesto supernatanta po homogenizaciji in sonikaciji uporabili sediment 
(supernatant smo označili s številko 1, za kasnejšo analizo na NaDS-PAGE). Inkluzijskim 
telescem smo dodali 3 ml na 1 g sedimenta pufra 20 mM Tris-HCl pH 8 in dobro 
resuspendirali. Mešanico smo sonicirali na ledu z amplitudo 38 %, 3 minute od tega 20 s 
prižgano in 40 s ugasnjeno. Homogenizirani vzorec smo centrifugirali 20 minut na 4 °C pri 17 
000 g. Supernatant smo shranili in ga poimenovali: supernatant 2. Usedlino z inkluzijskimi 
telesci smo dobro resuspendirali v 5 ml 20 mM Tris-HCl, 0,5 M NaCl, 2 M urea, 2 % Triton X-
100 pH 8 na g sedimenta. Suspenzijo smo nato zopet sonicirali in centrifugirali enako kot prej, 
le da je centrifugiranje potekalo 10 minut dlje. Supernatant smo shranili in označili kot 
supernatant 3. Usedlino smo zopet resuspendirali tokrat s 5 ml pufra (20 mM Tris-HCl, 2% 
Triton X-100, 0.5 M NaCl pH 8) na g usedline. Suspenzijo smo centrifugirali 30 minut na 4 °C 
pri 17 000 g. Supernatant smo shranili pod oznako: supernatant 4. V sedimentu pričakujemo 
inkluzijska telesca z našim proteinom. 
Vse supernatante in sediment smo nanesli na elektroforezo, da bi videli, če je protein res tvoril 
inkluzijska telesca, oziroma kaj je zgodilo ob pri prvi izolaciji. 
2.5 NATIVNA ELEKTROFOREZA 
Nativna elektroforeza ločuje proteine na podlagi velikosti, oblike in naboja. Vzorcev ne 
denaturiramo, pač pa jim dodamo anionsko barvilo Coomassie Brilliant Blue, jih shranjujemo 
na ledu in elektroforezo izvajamo v hladni sobi, da preprečimo konformacijske spremembe 
proteina ob segrevanju med postopkom. Vzorec proteina, shranjenega v eritrocitnem pufru, 
smo redčili z MQ in dodali 4x nanašalni pufer NativePAGE in ga nanesli na gel za nativno 
elektroforezo (Invitrogen NativePAGE Bis-Tris Gel 3–12%, Thermo Fisher Scientific). 
Notranjost kadičke smo napolnili s pufrom za potovanje (1x NativePAGE Running  Buffer), v 
prostor med geloma poleg pufra za potovanje smo dodali še 10 ml modrega katodnega pufra 
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(20x NativePAGE Cathode Buffer). Elektroforeza je potekala 60 minut na 150 V (tok od 8 do 
10 mA), nato pa še 30 do 90 minut na 250 V (tok med 2 in 4 mA), odvisno od hitrosti 
potovanja fronte. Gel ustrezno razbarvamo z MilliQ, da vidimo proteinske lise. 
Po popolnem razbarvanju smo gel obarvali še s srebrom.  
Za določitev prisotnosti disulfidnih mostičkov proteinov, lahko primerjamo potovanje vzorca 
proteina z elektoforezo NaDS-PAGE z dodanim reducentom in brez. 
2.6 CIRKULARNI DIKROIZEM 
Cirkularni dikroizem oziroma CD je analitska metoda, ki nam s pomočjo polarizacije svetlobe 
in razliko med absorbcijo desno in levo sučne svetlobe pove, kakšna je struktura proteina 
oziroma kakšno zvitje v njem prevladuje. V izogib doprinosa pufra k absorbanci smo pripravili 
tudi slep vzorec.  
Za izvedbo smo uporabili protein BbA v fosfatnem pufru s 5% glicerolom. Da bi zmanjšali 
koncentracijo soli in proteina v vzorcu, smo 50 μl proteina s koncentracijo 2,37 mg/ml redčili 
10-krat s 0,01 M NaH2PO4 pufra s pH 8. 
Absorbanco smo merili v daljnem UV spektru (od 200 do 250 nm). Z višanjem temperature 
smo ugotavljali, kako se ohranja strukturna integriteta pri različnih temperaturah. Segrevali 
smo v območju od 20 do 100 °C, na koncu pa vzorec ponovno ohladili na 20 °C, da smo 
ugotovili ali so strukturne spremembe na proteinu reverzibilne. Pri vsaki temperaturi je naprava 
meritev ponovila 5-krat, da bi se izognili napakam. Celotno meritev smo ponovili. 
2.7 SEDIMENTACIJSKI TEST 
Sedimentacijski test je metoda, ki nam pove, ali se protein veže na membrano veziklov z 
določeno lipidno sestavo ali ne. Za ta test smo pripravili vezikle z različnimi razmerji 
posameznih maščob. Test smo ponovili 3-krat.  
Sestava veziklov pri prvem eksperimentu: CPE:POPC:Chol = 40:30:30; POPC:Chol = 1:1; 
SM:Chol = 1:1; CPE:POPC = 1:1. 
Natehtali smo primerne zatehte posameznih maščob in jih raztopili v založne raztopine s 
kloroformom (razen CPE, ki se nahaja v založni raztopini 9:1 = kloroform : metanol + 2 μl 
Milli Q). V bučke, sprane s kloroformom, acetonom, izopropanolom, metanolom in vodo, smo 
odpipetirali ustrezne količine založnih raztopin, da smo dobili željeno razmerje posameznih 
maščob. Bučke smo nato zapeli na rotavapor, kjer so morala izhlapeti vsa organska topila. 
Film, ki je nastal na dnu bučk, smo morali nato raztopiti v 500 μl željenega pufra (enakem kot 
protein; razen v prvem eksperimentu, kjer smo uporabili elucijski pufer oziroma fosfatni pufer 
z imidazolom). Dodali smo tudi steklene kroglice in vorteksirali, da so se ustvarili vezikli. 
Vorteksirali smo, dokler ni bilo več vidnega filma na dnu bučk. V 4 mikrocentrifugirke smo 
odpipetirali 20 μl različnih veziklov s koncentracijo 5 mg/ml in jim dodali 20 μl proteina 
(shranjenega v fosfatnem pufru z glicerolom) s koncentracijo 0,5 mg/ml. Mešanico smo 
inkubirali na stresalniku 30 minut na 600 obratov/minuto na sobni temperaturi, da ima protein 
možnost interakcije z maščobnimi vezikli. Po inkubaciji smo vzorce centrifugirali 1 uro pri 60 
000 g in 4 °C. Vezikli končajo v sedimentu, prav tako vezani proteini, nevezani, vodotopni 
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proteini, pa ostanejo v supernatantu. Supernatant previdno ločimo, da ne dobimo lažno 
pozitivnih rezultatov in ga prenesemo v svežo mikrocentrifugirko. Sediment shranimo. Iz 
supernatanta smo morali oboriti proteine, da smo jih lahko dovolj skoncentrirali in zaznali z 
elektroforezo NaDS-PAGE. To naredimo tako, da supernatantom dodamo 12,5 μl 100 % TCA 
in inkubiramo na ledu 10 minut. Po inkubaciji vzorec centrifugiramo 12 minut, pri 4 °C na 16 
100 g. Supernatant zavržemo, ker so oborjeni proteini že v sedimentu. Sedimentu pa dodamo 
300 μl ledeno hladnega acetona in ponovno centrifugirali pri 16 100 g, 5 minut na 4 °C. 
Postopek ponovimo z 200 μl acetona. Vzorec nato pustimo v digestoriju približno 30 minut, da 
se posuši. Te vzorce nato skupaj s prvotnimi, shranjenimi sedimenti nanesemo na elektroforezo 
NaDS-PAGE, da vidimo ali se naš protein nahaja v prvotnem sedimentu z vezikli ali se je 
nahajal v topni fazi v prvotnem supernatantu. 
Druga in tretja ponovitev sta potekali podobno, le da je bil pufer za izdelavo veziklov enak 
pufru za spiranje v postopku čiščenja proteina, oziroma fosfatnemu pufru, v katerem so se 
nahajali shranjeni proteini brez imidazola. Sestava veziklov pa je bila naslednja: POPC : Chol 
= 1:1; CPE : Chol = 1:1; SM : Chol = 1:1; CPE : POPC = 1:1. 
2.8 POVRŠINSKA PLAZMONSKA RESONANCA 
Površinska plazmonska resonanca ali SPR je metoda za ugotavljanje interakcije preučevnih 
molekul. V našem primeru nas je zanimala vezava proteina BbA na vezikle CPE:POPC:Chol. 
Vezikle smo redčili v pufru HEPES in jih sonicirali 20 minut (10 s prižgano, 10 s ugasnjeno). 
Nato smo raztopino centrifugirali 10 minut, 13 000 g, na 4 °C. Testirali smo vezavo proteina 
BbA (shranjenega v fosfatnem pufru z glicerolom) s končno koncentracijo 5 μM, 1 μM in 0,5 
μM na dveh čipih. Na enega od čipov smo predhodno vezali vezikle, na drugega pa ne, da bi 
videli razliko v interakciji in stabilnost vezave.  
3 REZULTATI 
3.1 EGEROLIZIN 
3.1.1 Optimizacija pridobivanja rekombinantnega egerolizina v bakteriji E. coli 
Na sliki elektroforeze v prilogi (priloga B) je prikaz proteoma bakterije E. coli BL21 (DE3) po 
transformaciji s plazmidom v različnih stopnjah po indukciji na različnih temperaturah in v 
različnih medijih, kot opisano v metodah, po nanosu vzorcev na NaDS-PAGE. Po teh 
rezultatih smo se odločili za proizvodnjo biomase v gojišču LB na 20 °C s prekonočno 
indukcijo z IPTG. Pri teh pogojih je najmanjša koncentracija ostalih celičnih proteinov, 
koncentracija proteina, sodeč po širini fragmentov, pa v gojišču TB na višjih temperaturah ni 
bila bistveno večja.  
3.1.2 Izolacija egerolizina 
Protein BbA smo po pridobivanju biomase, izolirali po postopku opisanem v metodah. Na 
slikah v prilogah (priloga C) je z modro prikazana koncentracija proteinov oziroma absorbanca 
izhajajoče raztopine, ki gre skozi detektor, z zeleno pa gradient elucijskega pufra. V prvem 
vrhu so vsi proteini, ki niso imeli nikakršne afinitete do kolone Ni-NTA in so se sprali že s 
Lemež Š. Pridobivanje ter karakterizacija egerolizina in proteina z domeno MACPF iz glive Beauveria bassiana. 




pufrom za spiranje. Ti proteini so ključni za delovanje mikroorganizma, nimajo histidinskih 
repkov in so najštevilčnejši. V drugem, manjšem vrhu, se nahajajo proteini, ki so bili 
nespecifično vezani na kolono in so se sprali z 8 % elucijskega pufra. V zadnjem vrhu pa se 
nahajajo proteini s histidinskimi repki, ki so se specifično vezali na kolono – med drugim tudi 
protein BbA. Koncentracija teh proteinov je bila najnižja, sprali so se pri 100 % elucijskega 
pufra. Nivo absorbance se ni vrnil na 0, zaradi prispevka imidazola, ki je v koncentraciji 300 
mM prisoten v elucijskem pufru.  
V zadnjem vrhu pa se ni nahajal samo induciran protein, temveč tudi nekateri drugi, naravno 
prisotni proteini v kulturi bakterije E. coli BL21 (DE3). Da bi željeni protein dodatno očistili, 
smo naslednji dan ponovili kromatografijo. Čez noč smo eluat iz prvega dne dializirali nazaj v 
pufer za spiranje in mu dodali proteazo TEV – encim, ki je odrezal histidinske repke, kot je 
opisano v metodah, zato so se rekombinantni egerolizini pri ponovitvi kromatografije sedaj 
sprali že s pufrom za spiranje, medtem ko se bodo preostali proteini iz eluata ponovno vezali 
na kolono.  
Protein BbA po drugem čiščenju pričakujemo v prvem vrhu, preostale proteine pa v drugem.  
Vse vrhove smo analizirali z elektroforezo NaDS-PAGE. Na spodnji sliki (slika 1) so prikazani 
rezultati. Protein smo pričakovali v homogenizatu, izhodiščni raztopini prvega dne, eluatu 
prvega dne, izhodiščni raztopini drugega dne in nevezani frakciji drugega dne. Glede na 
analizo posameznih frakcij na NaDS-PAGE, lahko s pomočjo velikostnih markerjev sklepamo, 
da se je nahajal v pravih frakcijah in je dobro očiščen (vzorec 6), saj v nevezani frakciji po 
drugem čiščenju ni videti nobenega drugega proteina. Protein smo zato shranili, kot je opisano 
v metodah. Izkoristek čiščenja je bil 2,4 mg proteina na g biomase.  
 
 
Slika 2: Prikaz posameznih vzorcev pridobljenih tekom izolacije proteina BbA analiziranih na elektroforezi 
NaDS-PAGE. 
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3.1.3 Cirkularni dikroizem 
Na sliki 2 je prikazan graf, ki smo ga narisali iz podatkov CD-ja. Iz oblike grafa sklepamo, da 
je struktura proteina sestavljena predvsem iz beta plošč. Običajno se protein s temperaturno 
denaturacijo razvija, ker začnejo popuščati vezi, ki proteinu držijo sekundarno strukturo. 
Analiza s programom K2D3 (K2D3, 2018) in rezultati te meritve (in ponovitve z enakimi 
rezultati) je pokazala, da se proteinu pri poviševanju temperature med 48 in 57 oC poveča delež 
alfa vijačnic. Ponovna ohladitev vzorca kaže na to, da so konformacijske spremembe niso 
reverzibilne.  
 
Slika 3: Prikaz spektra CD - absorbanca v odvisnosti od valovne dolžine, pri različnih temperaturah. 
3.1.4 Sedimantacijski test egerolizina 
Glede na to, da smo izolirali egerolizin iz entomopatogene glive, smo pri sedimentacijskem 
testu pričakovali vezavo na vezikle z lipidom CPE. Vezavo lahko potrdimo, če se v vzorcu 
sedimenta na elektroforezi NaDS-PAGE nahaja fragment v velikostnem razredu našega 
proteina (v primeru egerolizina iz glive B. bassiane približno 15 kDa). Rezultati prvega 
sedimentacijskega testa so pokazali, da se protein BbA veže izključno na vezikle s 
sfingomielinom (možna posledica imidazola v vzorcu).  
Druga in tretja ponovitev sedimentacijskega testa (s pufrom brez imidazola) pa je pokazala 
vezavo proteina na sfingomielinske in CPE vezikle, pričakovano za entomopatogene glive 
(slika 3). Protein se je v sledeh vezal tudi na vezikle POPC:Chol in CPE:POPC, ampak veliko 
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Slika 4: Rezultati sedimentacijskega testa proteina BbA. Vidna vezava proteina BbA na vezikle s lipidom CPE 
značilnim za žuželčje membrane. SU = supernatant; SE = sediment. 
3.1.5 Nativna PAGE egerolizina 
Rezultati nativne elektroforeze egerolizina, shranjenega v eritrocitnem pufru, so tudi po 
barvanju z občutljivejšo metodo s srebrom pokazali na enotnost očiščenega proteina, ker smo 
dobili debel, izostren pas. Poleg tega je bilo prisotnih še nekaj tankih pasov, ki bi lahko bili 
posledica oligomerizacije proteina (priloga D). 
Rezultati elektroforeze NaDS-PAGE in native elektoforeze - z in brez reducenta so pokazali, 
da protein ne vsebuje disulfidnih mostičkov, kar se ujema s strukturnim modelom egerolizina 
iz glive B. bassiana (slika 5). 
 
Slika 5: Strukturni model egerolizina iz glive B. bassiana. 
3.1.6 Površinska plazmonska resonanca egerolizina 
Rezultati SPR kažejo na nenavadno močno in stabilno vezavo proteina BbA na vezikle 
CPE:POPC:Chol, neodvisno od molarne koncentracije. Na grafu spodaj so prikazane vezave 
egerolizina na vezikle, ki so bili vezani na čip. Vezava z manjšanjem koncentracije proteina 
pričakovano pada, ker je v vzorcu manj proteinov, ki se lahko vežejo (slika 6). 
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Slika 6: Grafi površinske plazmonske resonance z vezavo proteina BbA na vezikle CPE:POPC:Chol pri različnih 
koncentracijah proteina (0,5, 1 in 5 M). 
 
3.2 PROTEIN Z DOMENO MACPF 
3.2.1 Optimizacija pridobivanja rekombinantnega proteina z domeno MACPF v bakteriji 
E. coli 
Optimizacija produkcije proteina BbB je bila okrnjena glede na protein Bba, saj smo testirali le 
različna časovna obdobja gojenja po indukciji in temperature rasti, LB pa je bil edini testiran 
medij. Tudi pri proteinu BbB smo prišli do enakih zaključkov kot pri produkciji proteina BbA 
in smo tako nadaljevali s pridobivanjem biomase v gojišču LB na 20 °C, inkubacija na 
stresalniku je potekala preko noči. 
3.2.2 Izolacija proteina z domeno MACPF  
Za preverjanje pravilnosti konstrukcije plazmida smo morali izolirati in analizirati plazmide iz 
nekoliko več (16) bakterijskih kolonij. Ker je bil genski konstrukt večji in se pri enaki 
koncentraciji prejetega sintetičnega gena nahaja manjše število molekul. Tudi zato morda 
ligacija ni bila enako uspešna kot pri genu Bba. Izmed testiranih kolonij, so imele tri ustrezno 
dolžino fragmentov po restrikciji in analizi na agaroznem gelu. Od teh smo 2 plazmida poslali 
na sekvenciranje in od teh je imela le 1 popolno ujemanje nukleotidnega zaporedja z željenim 
genom.  
Produkcija biomase je bila polovico manjša, kot produkcija biomase BbA pri enakem 
volumnu.  
Izolacijo proteina BbB smo zastavili enako kot izolacija egerolizinov. Koncentracija proteinov, 
ki se je specifično vezala na nosilec NiNTA po prvem čiščenju je bila zaradi manjše biomase 
pričakovano manjša kot pri izolaciji BbA. Po prekonočni dializi, cepitvi s proteazo Tev in 
ponovnem nanosu na kolono je iz grafa (priloga E1) razvidno, da se v pričakovani frakciji, kjer 
bi se moral nahajati protein BbB, ne nahaja praktično nič proteina. Za absorbanco izmerjeno v 
vezani frakciji po prvem čiščenju, pa so prispevali le naravno prisotni proteini v kulturi 
bakterije E. coli BL21 (DE3), ker so se ponovno eluirali s 100 % pufrom B. Našo domnevo 
smo preverili še na elektroforezi NaDS-PAGE in tako potrdili , da je frakcija, kjer bi se moral 
nahajati protein, prazna (vzorec 7, priloga E2). Rezultati kažejo, da smo protein izgubili med 
postopkom centrifugiranja ali filtracije, saj ni bil prisoten v izhodiščni raztopini prvega čiščenja 
na koloni NiNTA.  
Ker smo bili pri izolaciji proteina z domeno MACPF iz topne faze neuspešni, smo se odločili, 
da se bomo poslužili protokola za izolacijo proteinov v inkluzijskih telescih. Opravili smo 
0,5 μM 1 μM 5 μM 
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čiščenje, kot je opisano pri metodah. Shranili smo tudi vse posamezne supernatante, če bi se 
protein vseeno nahajal tudi v vodotopni obliki. Analiza rezultatov gela nakazuje prav to, da se 
protein nahaja tako v vodotopnih frakcijah, kot tudi v sedimentu, saj se pasovi med 
velikostnimi markerji za naš protein nahajajo v več supernatantih, kot tudi v sedimentu (priloga 
F). Proteina za nadaljnjo izolacijo je v sedimentu vseeno dovolj, zato bi lahko nadaljevali 
izolacijo le iz sedimenta. 
4 DISKUSIJA 
Tekom naloge smo uspešno klonirali in uspešno izrazili egerolizin in protein z domeno 
MACPF iz glive Beauveria bassiana. Prav tako nam je uspelo izolirati in analizirati protein 
BbA ter očistiti inkluzijska telesca proteina BbB.  
Egerolizin BbA smo uspešno izolirali in rezultati analitskih metod kažejo na verjetno pravilno 
zvitje izoliranega proteina in pravilno predvideno biološko funkcijo. Rezultate metode CD 
velja potrdili še s kakšno drugo metodo, ki preverja termostabilnost proteinov, kot je na primer 
metoda diferenčna dinamična fluorimetrija oziroma DSF. Gliva Beauveria bassiana načeloma 
uspeva pri temperaturah od 8 pa do 37 °C odvisno od izvora izolacije sevov (Fargues in sod., 
1997). V raziskavi Berne in sod. iz leta 2002 so pokazali, da 5 minutno prekuhavanje 
egerolizina iz glive Pleurotus ostreatus v vreli vodi uniči njegovo hemolitično sposobnost, zato 
so rezultati metode CD, ki kažejo na to, da egerolizin Bba pri segrevanju preko 55 oC zasede 
drugo strukturo (ki se po ohlajanju sicer ne povrne v izhodno obliko), nekoliko nenavadni. 
Spekter CD je potrdil prisotnost beta plošč, kar se ujema s strukturnim modelom egerolizina 
zvitega v naravni obliki. Predvideno biološko funkcijo smo potrdili z metodama SPR in s 
sedimentacijskim testom, ki sta pokazala močno vezavo na egerolizina na CPE in SM. CPE je 
pomembna komponenta žuželčje kutikule, torej je smiselno sklepati, da BbA interagira z 
membrano in omogoča formacijo por. 
Vezava egerolizina na čip z vezanimi vezikli pri metodi SPR je bila po rezultatih 
sedimentacijskega testa pričakovana. Vseeno pa so rezultati zelo pomembni, ker, kot je bilo 
omenjeno v uvodu, lahko egerolizini sami tvorijo pore, ali pa le omogočajo formacijo por z 
drugimi proteini, na primer proteini z domeno MACPF. Glede na rezultate lahko torej 
sklepamo, da ima egerolizin iz glive B. bassiana potencial, da samostojno tvori pore. To bi 
lahko potrdili s testiranjem njegovega delovanja na žuželčje celične linije. S testom hemolize 
na eritrocitih bi opredelili delovanje egerolizina na sesalce; hemoliza za morebitno nadaljnjo 
uporabo ni zaželena. 
Potrebna je tudi izolacija proteina BbB, ponovitev vseh analitskih metod še na tem proteinu in 
preučevanje interakcij med proteinoma za dokončno določitev biološke vloge in oceno 
možnosti uporabe teh proteinov oziroma glive za bioinsekticidno sredstvo. 
Izolacija BbB komponente po postopku za izolacijo topnih proteinov je bila najverjetneje 
neuspešna, ker proteini z domeno MACPF običajno interagirajo z lipidi in imajo zato precejšen 
delež hidrofobnih regij. To bi lahko pojasnilo, zakaj bi tvorili komplekse in se izločali v obliki 
inkluzijskih telesc. Čiščenje inkluzijskih telesc se je izkazalo za uspešno, ker se je v sedimentu 
nahajalo dovolj proteina za nadaljnjo izolacijo. Z izolacijo proteina BbB bomo nadaljevali po 
zaključku naloge.  
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Perforini so proteini, ki predstavljajo velik potencial za različne aplikacije v biotehnologiji, 
zato je pomembno njihovo določevanje in preučevanje molekularnih mehanizmov njihovega 
delovanja. V tej nalogi smo določili zaporedje egerolizina iz glive B. bassiana, ga uspešno 
pridobili v bakteriji E. coli in ga izolirali. Preverili smo tudi njegovo biološko funkcijo. Iz 
rezultatov analiz lahko predvidevamo, da smo protein pridobili v pravilno zviti obliki in da je 
njegova funkcija lahko povezana s tvorbo por v žuželčjo kutikulo. Ti rezultati pomenijo, da 
ima egerolizin iz glive B. bassiana velik potencial v agronomiji, kot pesticidno sredstvo. 
Glede na rezultate sedimentacijskih testov egerolizina lahko sklepamo, da je njegova funkcija 
lahko povezana s formiranjem por v kutikulo oziroma membrano žuželk, hkrati pa rezultati, 
zaradi vezave na vezikle s sfingomielinom in holesterolom in posledično možnega tvorjenja 
por v eritrocite, morda niso pretirano obetavni za uporabo teh proteinov kot biopesticidov. Za 
potrditev morebitne toksičnosti izoliranega proteina na sesalce bi bilo potrebno izvesti test 
hemolize na eritrocitih. V nalogi postavljene hipoteze ne moremo v celoti ne ovreči, ne 
potrditi, zaradi nepričakovanih rezultatov metode CD in zaradi delne izolacije proteina z 
domeno MACPF. Rezultati vseh analiz egerolizina vseeno kažejo na to, da smo protein BbA 
pridobili v nativni obliki. 
Izolacija egerolizina in analitske metode, ki smo jih izvedli na proteinu BbA, so pomembne pri 
razumevanju molekularnega mehanizma pore, ki jo običajno tvorijo skupaj s proteinom z 
domeno MACPF. Za natančnejšo določitev delovanja, interakcij in biološke funkcije je 
potrebna uspešno zaključena izolacija proteina z domeno MACPF in ponovitev vseh do sedaj 
uporabljenih, kakor tudi še dodatnih, analitskih metod, vključno z določitvijo strukture 
proteinov, na tem in kakor tudi na obeh proteinih skupaj. Z določitvijo mehanizma delovanja 
obeh proteinov bi se lahko razkrile, morda tudi nove, možne aplikacije. 
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Plazmid pET-21c, v katerega smo vstavili gen za proteina BbA oziroma BbB 
 (Addgene, 2018) 
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Kromatograma izolacije proteina BbA na koloni Ni-NTA 
 
Kromatograma izolacije proteina BbA z afinitetno kromatografijo NiNTA. Na zgornjem 
kromatogramu je prikaz izolacije prvega čiščenja, na spodnjem pa drugega po cepitvi s 
proteazo Tev. Na zgornjem kromatogramu se torej BbA nahaja v tretjem vrhu, na spodnjem 
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Nativna elektroforeza proteina BbA; na levi strani obarvano z modrim barvilom, na desni s 
srebrom. V levem žepku se nahaja vzorec proteina obdelan z reducentom DTT, v desnem pa 
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Izolacija proteina BbB 
 
Na zgornjem kromatogramu je prikaz izolacije prvega čiščenja, na spodnjem pa drugega po 
cepitvi s proteazo Tev. Na zgornjem se naj bi se torej BbB nahajal v tretjem vrhu, na 
spodnjem pa v prvem. Z modro je označena absorbanca izhajajoče raztopine, z zeleno pa 





PRILOGA E1: Kromatograma izolacije proteina BbB z afinitetno kromatografijo NiNTA 
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PRILOGA E2 :Prikaz poteka izolacije proteina BbB z analizo na elektroforezi NaDS-PAGE 
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Elektroforeza NaDS-PAGE spiranja inkluzijskih telesc 
 
 
 
 
 
